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COMPOSITIONS CONTENANT AU MOINS UN ACIDE NUCLEIQUE 

Uinvention conceme de nouveiles compositions contenant au moins 
5 un acide nucleique et leuis applications dans le domaine biomedical^ en particulier 
en th^rapie g6nique. 

Jusqu'a la fin des annees quatre-vingt, Tutilisation des liposomes en 
vue d'applications biomddicales et, plus precisement, en therapie genique ne 
sembiait guere promettcusc. Les resultats de transfection (traduction et expression 

10 d'un gene de cellules procaryotes ou eucaryotes par des cellules eucar>'0tes), 
essentiellement transitoire, etaient relativcment mediocres. Le recours aux 
envcloppes extemes de virus a accru tr&s significativement Ics resultats des 
transferts de genes dans une multitude de lignees celluiaires in vitro. Par contre, il 
est certain que leur utilisation en therapie humaine et animale souieve des 

15 problemes etant donne les dangers iatrogenes possibles qu'elles representent. Vers 
la fin de la decennie precedcnte, il est apparu que Tutilisation de tensioactifs 
cationiques ameliorait tres ncttement les resultats de transfection. Depuis, maigre 
certains problemes lies a I'utilisation des vecteurs cationiques de nombreuses 
formulations ont 6tc proposecs dont certaincs sont brevctees et commercialisees. 

20 Trois sones de vecteurs non-viraux sont en g^ndral utilises : 

- des polymeres cationiques, 

-des vecteurs biochimiques constitues d'une proteine cationiquc 
associce a un reccpteur ccllulaire, 

- des lipidcs cationiques assocics ou non a des liposomes. 
25 Tous ccs vecteurs contienncnt des molecules cationiques. 

^utilisation de tels vecteurs se trouve notamment decrite dans les 
publications suivantes : 

J.P. Bchr ct ah Proc. Nat. Ac. Scicnc. 86, 6982, 1989 
M. Gotten ct Wagner Curr. Opin. Cell Biol. 4, 705, 1993 
30 J. Haenslcr and F.C. Szoka Bioconjug. Chem. 4, 372, 1993 

CP. Hodgson Bio Technology 13. 222, 1995 
F.D. Ledley Hum. Gene Ther. 6. 1129, 1995 
J.S. Rcmy ct al. Proc. Nat. Ac. Scicnc. 92, 1744, 1995 
V.S. Trubettskoy ct al. Biochcm. Biophys, Acta 1131, 31 1, 1992 

35 
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Deux problcmcs csscnticls rclcvcni dc Tutilisation des vcctcuis 
cationiques : 

1 - CCS tensioactifs sont gcn6ralement cyiotoxiqucs ct meme si certaincs molecules 
specifiques ont 6x6 dcvcloppecs afin d'cn rcduirc la toxicite, cc probleme n'cst pas 

5 entierement resolu, 

2 - on ne peut pas cnvisager leur application in vivo car ces vecteurs, du fait de 
leur charge, interagisscnt tres fortcment avec les prot^incs, par cxemple, avcc 
celles pr&cntes dans Ic senxm, ainsi qu'avec les parois cellulaires. lis se coUent 
done rapidement sur les cellules voisincs du site d'injcction, en reduisant la 

10 diffusion systemique. 

Ccst pourquoi lis trouvent leur utilisation prcfcrentiellc in vitro pour 
des cellules en culture, dans le transfert de genes. 

II est bien connu que les liposomes sont des structures coIloYdales 
comportant un coeur aqucux scparc du milieu exierieur par une ou plusieurs 

15 bicouches de molecules phospholipidiques. Leur application en cosm6tique et cn 
pharmacologic a fait I'objct d'un grand nombrc dc brevets decrivant de multiples 
utilisations de ces vecteurs depuis leur decouvertc dans les annces 1960. 

Du point de vue des applications, on a trcs vitc distingue les liposomes 
composes d'une seulc bicouche, des liposomes composes de plusieurs bicouches 

20 souvcnt designes par I'abrcviaiion MLV correspondant a la terminologic anglaise 
"Multi-Layered Vesicles". Les vcsicules multicouchcs ont une taille qui est mal 
controls et est gcncralcmcnt largcmcnt superieurc au micrometre. Pamii les 
vcsicules unilamcllaires, on distingue les pctiies vcsicules souvcnt designees par 
I'abrcviation SUV correspondant a la terminologic anglaise "Small Unilamellar 

25 Vesicles" dont la taillc ne dcpassc pas 100 a 300 nm ct les grandcs vcsicules 
souvcnt designees par Tabrcviaiion LUV correspondant a la terminologic anglaise 
"Large Unilamellar Vesicles" qui pcuvent aticindrc plusieurs dizaines dc 
micrometres dc taillc. 

Du fait dc leur taillc importante, les vcsicules multilamellaircs (MLV) 

30 n'ont que pcu d'utilitc dans les applications mcdicales. En effct, les risques 
d'cmbolie que comporic rintroduction de particules de taille superieurc au 
micrometre dans la circulation sanguine rcndcnl leur utilisation impossible par 
injection intra-vcincuse. Dc plus, une taille trop importante empcche les vcsicules 
dc franchir les barricrcs tissulaircs, pcmicltant dc les rctrouvcr dans le sang 

35 lorsqu'elles sont injectecs par voic intra-musculaire ou sous-cutanee. Enfin, il 
n^cxiste pas de procedcs rccllcmcni cfficaccs pour produire des MLV de faqon 
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parfaitcment controlce. La plus grandc partie des applications ont ete developpees 
avec des SUV qui repondent aux criteres de sccurite et de controle neccssaires a 
une utilisation biomedicale. 

On a egalement decrit dans la iitterature Tencapsulation d'acides 

5 nucleiques dans des vesicules a base de tensioactifs, gcncralement lipidiques. 
Toutes les vesicules decrites a cc jour prcscntcnt en commun le fait de presenter 
plusieure couches dc tensioactifs cntourant un cocur liquide. De tcllcs vesicules 
sont decrites, en particulier. dans les brevets US 4^94,448 et WO-95/16437. 

L'un des problfemes pratiques dc Tutilisation des liposomes pour la 

10 vcctorisation des medicaments ou Icur utilisation en therapie gcnique est Ic faible 
rendement du au fait que le pourcentage dc la solution aqueuse de depart effecti- 
vement encapsulce dcpasse rarement 30 %. De plus, la mcthode gencralement 
suivie fait appel a des etapes d'evaporation de solvants organiques intcrvenant dans 
le proccde de fabrication. Enfm, les rcsultats expfirimentaux se sont reveles trcs 

15 deccvants. 

En effet, le processus communcment admis pour rincorporation dans 
les cellules des vesicules lipidiques, ou des complexes cationiques contenant de 
I'ADN, passe par un mccanismc d'endocytose. Dans le cytoplasme, I'objet en cours 
de penetration est inclus dans un cndosomc qui contient des enzymes, en 

20 particulier des DNases, capablcs de detruire tout materiel gcnctique intrus. Les 
liposomes, du fait de leur faible nombre de membranes lipidiques cntourant le 
corps aqueux nc prescnteni pas une protection suffisante pour rcsistcr a Taaion 
destnictrice des proteases et nucleases endosomialcs. Dc ce fait, mcme s'ils sont 
efficaces pour pcnctrer le cytoplasme de la cellule, les liposomes ne permcttcnt a 

25 TADN d*attcindrc le noyau qu'avcc un trfcs faible rendement. 

II est done crucial de dcveloppcr des vecteurs synthetiques compatibles 
ayec une utilisation in vivo ct, ccci, d'auiant plus qu'il n'cxistc pas, a I'heurc 
actuelle, un vectcur cfficacc pour des molecules susccptibles d'etre appliquees en 
therapie geniquc humaine ct/ou animalc. Seulcs, les cnveloppes virales montrent 

30 une cfficacitc en transfcction compatible avec une application humaine ou 
animale. 

Les vesicules dc type liposomes ou vesicules paucilamellaircs ont en 
commun d'etre constituecs d'unc ou plusicurs couches lamellaires cntourant un 
coeur aqueux. Outre ce type dc vesicules, on connait egalement des vesicules 
35 muliilamellaires qui se differencient structurcUcmcnt des prcccdcntes par le fait 
qu'ellcs prescnient une structure dite en "oignon" ci sont constituecs. de leur centre 
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jusqu'a leur peripheric, d'une succession de couches lamellaires sepai^es par un 
milieu liquide. Ccs vesicules peuvent etre obtcnues par un precede compienant la 
preparation d'une phase lamcllairc cristai-liquide ct sa transfoimation par 
application d'un cisaillement. Un tel precede est en particulier decrit dans ie brevet 
5 WO 93/19735 issu du brevet frangais FR-2 689 418 ou WO 95/18601 introduits 
ici par reference. 

Selon Ie brevet frangais FR-2 689 418, cette transformation peut etre 
faite lois d'une etape de cisaillement homogfene de la phase cristai-liquide, ce qui 
conduit a des vesicules encore appelees microcapsules de taille controlce. 
10 Toutcfois, en jouant sur la fomiulation de la phase lamellaire cristai-liquide, en 
particulier sur la nature des tensioactifs entrant dans sa composition, la 
transformation de cette phase cristai-liquide en vesicules peut etre obtenue par 
simple sollicitation mecanique, en particulier lors du melange des constituants. 

Les rccherches mences par Ics inventcurs Ics ont amcncs a dccouvrir 
15 que I'utilisation des technologies d6critcs ci-dcssus permettait la mise au point de 
nouveaux vcctcurs multilamcllaires de petite taille, non cationiques, permettant 
d'encapsuler, de proteger et de dclivrer dc I'ADN dans des cellules et, ceci, avcc 
une grande efficacite d'encapsulation ainsi qu'unc grande facilite de preparation. 

Un autre avantagc est que toutcs les molecules entrant dans la 
20 preparation des compositions de I'invention sent disponiblcs commercialcment. 

Un autre avantage du precede permettant la preparation des 
compositions de I'invention est qu'il pcrmet d'utiliser une grande varicte de 
tensioactifs. 

Selon un autre avantagc, I'invention foumit un vehicule permettant, 
25 vraiscmblablement du fait dc sa structure sp&ifique, de proteger I'acide nucl6ique 
des agressions cxtcrieurcs, en particulier des agressions enzj-matiques. Cc point est 
illustrc par I'cxemple 1. Ceci constituc un net avantagc par rapport aux liposomes 
et aux vesicules paucilamcUaircs classiques qui ne sont que trfes peu efficaces en 
transfcction, probablement parcc qu'ils nc sont pas capables de proteger I'ADN de 
30 Taction des DNases prcsentcs cn particulier dans I'endosome. La force de la 
technologic de I'invention est en panic due a cette protection des acides nucleiques 
vis-a-vis des nucleases. On peut supposcr, sans que cela consiitue une explication 
certaine dans I'dtat actucl des connaissanccs des inventcurs, que les premieres 
couches de la vesiculc multilamellairc sont cffcctivement detruites par Taction 
35 enzymatique dans Tendosomc. mais qu'il rcstc suffisamment d'ADN encapsulc lors 
de la rupture de Tendosomc, pour avoir liberation dc cct ADN dans Ic cytoplasme, 
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ainsi capable d'attcindre Ic noyau. De plus, la forte concentration en tcnsioactifs 
dans Ics v^sicules de Tinvention pourrait favoriser, lors de Tcrosion des premieres 
couches, la destabilisation de I'endosome par action des tcnsioactifs liberes sur les 
parois de Tendosomc. 

5 Selon un autre de ses avantages, I'invention permet, le cas 6cheant, 

d'incorporer dans les compositions, des produits a caractere cationique dcja connus 
pour leur int£ret en transfcction, les autrcs ingredients de la composition de 
I'invention pemiettant de masquer Ic caractere cationique de cette molecule, 
permettant ainsi de l*utiliser pour des applications in vivo, Ainsi, Tinvention foumit 

10 done, cn outre, un moycn d'augmcnter Tcfficacit^ ou de diminuer la toxicite d'unc 
molecule cationique connuc pour son utilisation en transfection. En effet, la plupart 
des composes cationiques utilises sont cytotoxiques et on pent diminuer cette 
cytotoxicite cn encapsulant ces molecules, ce qui constitue un avantagc 
complementaire de invention. 

15 D'autres avantages dccoulent de la description ct des exemplcs qui 

suivent d^oii il ressort que ce type dc vccteur permet de surmonter scnsiblcment 
tous les problcmes exposes precedemmcnt ct d'offrir, pour la premiere fois, un 
vchiculc sous forme de vcsicules a base dc tensioactifs utilisablc in vivo. 

Uinvcniion conccme, scion I'une de ses caracteristiqucs cssenticllcs, 

20 une composition contenant au moins un acidc nucleiquc dont au moins une partie 
sc trouvc inclus a rintcricur dc vcsicules multilamellaires, caractdrisfic cn cc que 
lesditcs vcsicules sont constitutes dc bicouchcs comprcnant au moins un agent 
lensioactif, Icsdites bicouchcs ctant conccntriques ct confcrant auxdites vcsicules 
une structure en oignon. 

25 Par structure cn "oignon", on cntcnd, comme expose precedemmcnt, 

une structure multilamcliaire, dans laquellc les vcsicules de forme scnsiblcment 
sphcriquc sont constituces d'une succession dc bicouchcs conccntriques ct, ccla, du 
centre a la peripheric des vcsicules, d'ou Ic nom dc structure en oignon utilise, par 
analogic, pour qualifier de tcUes structures. 

30 De telles structures sont avaniagcusement obtenues par incorporaiion 

d*au moins un acide nucleiquc dans unc phase lamellairc cristal-liquide 
comprcnant au moins un agent tcnsioaclif puis transformation de cette phase 
cristal-liquidc lamellairc cn unc phase dense dc vcsicules multilamellaires de 
petite taille. 

35 Ainsi, scion unc autre caractcristiquc essenticlle dc rinvcnlion. die 

concemc un precede dc preparation d'une composition contenant au moins un 
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acide nucl6ique telle que ddfmie prccedcmment, selon Icquel on prepare unc phase 
cristal-liquide iamellaire incorporant Icdit acidc nucleique et on provoque Ic 
reairangemcnt de ladite phase cristal-liquide cn v&iculcs multilamellaires par 
application d'un cisaillement. 
5 Ce cisaillement pourra ctre un cisaillement homogene, ce qui presente 

I'avantage de conduirc a des vcsicules de taille parfaitcment homogene. Toutefois, 
une simple agitation mteanique pourra s'averer suffisante pour conduire a la 
fonnation des visiculcs multilamellaires de I'invention. 

Selon une autre catacteristique encore, I'invention conceme les 
10 produits susceptibles d'etre obtenus par ce proc^6. 

Scion le brevet frangais FR-2 689 418, cette transfoimation peut etrc 
faitc lors d'une dtapc de cisaillement homogfene dc la phase cristal-liquide, ce qui 
conduit a des vcsicules ou microcapsules de taille controlec. Toutefois, en jouant 
sur la formulation dc la phase Iamellaire cristal-liquide, en particulier sur la nature 
15 des tensioactifs entrant dans sa composition, la transformation de cette phase 
cristal- liquide cn vcsicules peut etrc obtenue par simple sollicitation m^caniquc, 
en particulier lors du melange des constituants. 

La formulation fait avantageusement intervenir un melange de 
molecules tensioactivcs. 11 est gcncralemcnt utilise au moins deux tensioactifs 
20 differcnts ayant des balances hydrophile lipophile diffcrentes, ce qui permet de 
regler en continu les proprietcs des bicouchcs ct ainsi dc controler I'apparition de 
I'instabilitc qui gouvcme la formation des vcsicules multilamellaires. 

Selon unc variantc avantagcuse, les vcsicules constituant les 
compositions dc la presente invention ont des dimensions infdrieures a 1 //m, de 
25 preference comprises cntre 0,1 ct 1 fim. 

Scion unc autre variantc avantagcuse dc I'invention, les tensioactifs 
constituant les bicouchcs des v&iculcs sont des tensioaaifs non cationiqucs, cc qui 
presente, commc on I'a vu prccedcmment, un gros avantage par rapport aux 
compositions dc I'art ant^ricur mcttant en ocuvre des moldcules cationiqucs. 
30 Selon une variantc avantagcuse, les membranes des vcsicules 

contcnues dans les compositions de I'invention conticnnent avantageusement au 
moins un agent tensioactif choisi dans ic groupc constiiuc : 
- des phospholipidcs hydrogencs ou non hydrogcncs, 

-des acidcs gras cn a C^g, saturcs ou mono- ou polyinsaturcs, lincaircs ou 
35 ramifies, sous forme d'acidc ou dc scl d'un metal alcalin. alcalino-terrcux ou d'une 
amine, 
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- dcs esters, ethoxyles ou non, de ces memes acidcs gras et 

. de saccharose, 
. de sorbitan 
. de mannitol, 
5 . de glycerol ou de polyglycerol, 

. de glycol, 

- des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glycerides dc ces memes 
acides gras» 

- des alcools gras en a Cjg, satures ou mono- ou polyinsatures, lindaires ou 
10 ramifies^ ethoxyles ou non, 

- des 6thers, cthoxylds ou non, de ces memes alcools gras ct 

. de saccharose, 
. de sorbitan, 
. dc mannitol, 
15 . de glycerol ou de polyglycerol, 

. de glycol, 

- des huiles vegetales polycthoxylces, hydrogenecs ou non hydrogenees, 

-des polymeres sequences de polyoxyethylenc et de polyoxypropylene 
(poloxameres), 
20 - de rhydroxystearate dc polycthyleneglycol, 

- des alcools a squclette sterol tcl que le cholesterol, le sistosterol. 

Selon une variantc avantageuse, ies tensioactifs entrant dans la 
composition dcs bicouchcs dcs vcsiculcs sont constitute de tensioactifs non 
cationiques. 

25 Les tensioactifs choisis, cn particulicr Ics tensioactifs cites ci-dessus, 

sont avantageuscmcnt choisis dans la categoric des tensioactifs pcrmis par la 
legislation pour Tutilisation pharmaceutiquc en fonction de la voic 
d'administration. 

On choisira avantageuscmcnt parmi Ics tensioactifs ci-dcssus, deux 
30 tensioactifs prcsentant dcs propricics rclativcment diffcrcntes, en particulier une 
balance hydrophilc lipophilc (HLB) diffcrcntc. Lc premier tensioactif presentera 
avantageuscmcnt unc balance hydrophilc lipophilc comprise entre 1 ct 6 alors que 
lc dcuxicmc tensioactif aura unc balance hydrophilc lipophilc comprise entre 3 et 
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Comme on I'a vu prec6dcmment, un meilleur contrdie de la taille des 
vesicules multicouches pourra etre obtenu cn pioc&lant selon le brevet 
FR 2 689 418. 

La preparation obtenue apres transformation dc la phase lamellaire 
5 cristal-liquide en v6sicules multilamellaires pent cnsuitc etre diluee, en particulier 
avec un solvant aqueux pour obtenir ainsi une suspension aqueuse de vesicules. 

Comme expose precedcmment, un des inconvenients des vccteurs 
d'acides nucleiques connus a ce jour, cn particulier des vecteurs dc type liposome, 
est de ne permcttre que rarement dc d6passer des rcndemcnts d'encapsulation de 
10 30 %. Lc precede utilise pour preparer Ics vesicules scion I'invcntion pcnnet, quant 
a lui, d'atteindre des rcndemcnts d'encapsulation qui peuvcnt etre voisins de 100 %. 
Toutefois, un tcl rendcmcnt d'encapsulation, du fait de la grandc activitc obtenue 
grace a la structure particulicrc des vesicules dc I'invention ne s'avcrc pas toujouis 
necessaire. 

15 Ainsi, lc rendcmcnt d'encapsulation du(dcs) acidc(s) nuclciquc(s) dans 

Ics compositions dc I'invention est avantagcuscment d'au moins 10%, dc 
preference d'au moins 40 % mais peut cgalcment etre compris cntre 60 ct 100 %, 
ce qui rcprescntc un avantage supplemcntairc par rapport aux technologies de I'art 
anterieur. 

-0 Les compositions de I'invcntion contcnant des vesicules rcnfcrmant au 

moins un acidc nucleiquc peuvcnt etre utilisdcs pour des applications in vitro, en 
particulier pour transfonncr unc ligncc ccllulaire, cn particulier pour Timmortaliscr 
ou en modifier {'expression d'un ou plusieurs genes. 

L'invcntion foumit un moycn dc vcctorisation d'acides nucleiques, 
25 cettc vcctorisation pouvant etre rcaliscc aussi bicn in vivo que in virro. 

Ccs vesicules peuvcnt cgalcment etre utilisecs pour la preparation de 
(impositions pharmaccutiques utilisablcs en thcrapie gcnique. 

A titre d'cxcmplcs d'acidc nucleiquc que peuvcnt renfermcr les 
vesicules dc I'invcntion, on citcra I'ADN ou une sequence nucldotidique d'ADN. 
^ Lcs v&iculcs peuvcnt cgalcment renfermcr un gene particulier ou unc 

sequence dc ce gdne, plus particulifirement unc sequence codant pour une proteine 
donnec. 

Les compositions dc I'invcntion peuvcnt cgalcment inclurc dans ics 
vesicules de I'ARN ou unc sequence nuclcotidiquc d'ARN. 
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On pcut cgalcment, scion une autre variante de realisation, inclure dans 
les vcsicules un oligonucleotide, cet oligonucleotide pouvant etre de type sens 
ct/ou anti-sens. 

Les vcsicules de Tinvention ont avantageusement une taille infcrieure a 
5 1 ;mi, de preference comprise entrc 0,1 et 1 /an. Cctte taille pourra etrc contr616c ct 
limitee par Tapplication d'un cisaillemcnt homogfene sur la phase cristal-liquidc 
selon le procede du brevet FR-2 689 418 ou WO 9319735. 

Scion dcs variantcs particulicremcnt intercssantes de Tinvention, 
differcnts produits pounont etrc co-encapsul6s avec I'acide nuclcique en vuc, en 
10 particulicr, soit d'ameliorer les conditions d'action de cet acidc nuclcique, soit 
apporter dcs fonctionnalites complemcntaircs a cellc du produit encapsulc. 

De tcllcs compositions pourront ctre produitcs par Ic procede 
prcc6dcmmcnt dccrit, en incorporant Ic produit a co-cncapsuler en combinaison 
avec Tacidc nuclcique dans la phase cristal-liquidc. 
15 Paimi les produits que Ton co-encapsulera avantageusement avec les 

acidcs nuclciques, on citera, en particulicr, les produits de type "agents de 
condensation" qui forment avec Tacide nuclcique une sortc de complexe favorisant 
le "repliement" de la chainc d'acidc nuclcique, ce qui favorise sa stabilite en 
presence de nucleases. 

20 A titrc d'exemplc prcfcre d'agcnts de condensation, on citcra les 

histones qui soni des protcincs, cxistant naturcUcment dans le noyau pour 
condenser TADN. Les histones prcscntcnt la particularitc de rester ctroitemcnt liccs 
a I'ADN el sont ainsi susccptiblcs de joucr un role important dans beaucoup dc 
reactions gcnomiques. Parmi les histones que Ton cncapsulcra avantageusement cn 

25 combinaison avec au moins un acide nuclcique, cn particulicr avec TADN, on 
citcra les histones ditcs nucldosomiqucs, rcsponsablcs du rcplicmcnt de TADN en 
nuclcosome, plus prcciscmcnt les histones H2A, H2B, H3 ct H4 et Thistonc HI 
qui nc participc pas directcmcnt au rcplicmcnt dc TADN cn nuclcosome , mais a 
rcmpilcment dc ces demiers. L'ulilisation d'un melange d'histones HI, H2A, H2B 

30 H3 et H4 (issues du thymus dc vcau) utilisccs avec un rapport de l\ig dc protcincs 
loialcs/|ig d'ADN a ainsi permis dc condenser 50 ng d'ADN avec un rcndcment 
^encapsulation maximal dans les vcsicules dc Tinvcniion. 

Selon d'autrcs varianics dc I'invcntion, on co-cncapsulcra 
avaniageuscmeni dans la vcsiculc mullilamcllairc dc Tinvcntion diffcrcntcs 

35 enzymes, en particulicr dcs enzymes d'intcgraiion, dc rccombinaison ou des 
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enzymes destinces a optimiser la replication dc I'acide nucl^iquc encapsulg tels que 
les topoisomerases ou les helicases. 

Ainsi, selon une variante de I'invcntion, on pourra co-cncapsuler dans 
la vesicule multilamellaire des enzymes d'intcgration dent la fonction est de 
5 permettre au gene introduit dans une cellule de s'exprimcr dans la cellule hole, 
mais surtout de s'integrcr au genome, pour donner des lignees de cellules filles 
gaidant la fonction apportce par le gene introduit. A ce jour, scule I'utilisation des 
r6trovinis comme vcctcur d'ADN permct un transfert de genes stable et efficace, de 
par l*int6gration du g6nome viral dans la cellule bote. Toutefois, on ne peut ecaiter 
10 tous les problimes li^es a Tutilisation des retrovirus dans le domainc biomedical. 
Ainsi, la force dc la technologie dc rinvcntion est dc pouvoir co-encapsuler I'ADN 
avcc des prot6ines, en paiticulier des enzymes pennettant cctte integration 
d&igndes par les enzymes d'intdgration. On peut ainsi apporter dans un mcmc 
vcacur I'ADN et les outils ncccssaircs a son incorporation. 

" «st ainsi possible de stimulcr cctte integration g6nomiquc par 
I'addition d'cnz>'mes de recombinaison sp&ifiques du site qui permettent 
d'introduire, voire d'eliminer, des sequences nuclcotidiques donnecs. Cttte forme 
de recombinaison est appclee recombinaison spccifique dc site car I'cnzyme de 
recombinaison appelcc intcgrase reconnait des sequences nuclcotidiques pouvant 
20 etre introduites dans un vecteur d'ADN susceptible de sc recombincr avec I'ADN 
de la cellule bote. Cette enzyme dc recombinaiscm rapprochc les sites specifiques, 
initie la reaction de coupurcet dc soudurc de I'ADN. 

D'autres outils cnzymatiqucs peuvent cgalemcnt ctrc integres dans le 
vcctcur. L'ADN est rdpliqu6 chcz les organismcs cucaryotes en forme de 
25 chromatine dans laqucllc I'ADN est fortcmcnt associe aux histones, proteines qui 
peuvent etre egalcmcnt utilis6es scion la prdscnte invention pour optimiser la 
quantit6 d'ADN cncapsulc. Si cctte structure condcns<5c en nucleosomcs cmpilds, 
agit commc une bairiarc qui stoppcrait par excmple, les enzymes icsponsables dc 
la replication, I'association dc I'ADN condense avcc des enzymes tdlcs que les 
30 topoisomerases ou les helicases permct de rcsoudre les cventucls problimcs 
d'enroulement de I'hciice ou d'ouvcrturc dc ccllc-ci. 

Comme on I'a vu prcccdcmmcnt, un des avantages des compositions 
dc I'invcntion est qu'cllcs foumisscnt un vchiculc d'acide nuclciquc ne contcnant 
pas de molecule a caractcre cationiquc. 

Toutefois, scion une variante dc I'invcntion. ii est possible d'inclure 
certains adjuvants caiioniqucs, la presence des vcsiculcs multilamellaires dc 
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rinvention penncitant dc masquer leur toxicity ou d'augmenter Icur activitc. II 
scmble que Teffet de certains adjuvants cationiques est de permettre de fixer dc 
fa^on electrostatique les vcsiculcs sur les parois des cellules, ce qui expliquc 
I'augmcntation tfefficacite des vccteurs. Dc plus, il apparait que Ic fail d'encapsuler 

5 une partie des molecules cationiques permei de diminuer leur cytotoxicity, 
rencapsulation diminuant le pourcentage dc molecules cationiques susccptiblcs 
d'cntrer en contact avec les cellules cnvironnantcs. 

Ucncapsulation peimet aussi de reduirc la concentration en molecule 
cationiquc utilisce, grace a Teffet de synergie qui en amcliore Tcfficacitc. 

10 Ainsi done, il est possible de co-cncapsuler dans les vcsicules scion 

rinvention un adjuvant cationiquc en cvitant les inconvcnients connus scion I'art 
antcrieur lors dc Tutilisation dc tels produiis. 

Les vcsiculcs comprenant Tacidc nucldique pourront egalement, scion 
des variantcs particulicrcmcnt int6rcssantcs dc rinvention, etre modifiees en 

15 surface en vuc d'etre mieux reconnues par la cible visce. Scion cette variants on 
adjoindra aux vesicules des moldcules, en general des protcines, qui leur 
permettront d'etre reconnues specifiqucment par certaincs ciblcs dans Torganismc, 
ct done d'augmenler d'une part la sclcctivite de la iransfcction ct d'aulrc part son 
efficacite. Plusieurs methodcs peuvent ctre utilisces, en particulier le recours aux 

20 aniicorps monoclonaux. Dans tous les cas il est neccssairc dc fixer le systcmc dc 
ciblage sur la surface de la vcsiculc, pour que son efficacite de reconnaissance soit 
maximale. Cette fixation pcut ctre rcaliscc par des mdthodcs physiques 
(adsorption) ou bien chimiqucs. Dans les deux cas. la facilitc d'obtention et dc 
manipulation des vcsiculcs dc I'invcniion sont des atouts majeurs pour la reussite 

25 dc ces grcffagcs de fonctions a la surface des vccteurs. Une des applications 
importantes dans le domaine biomedical est Tutilisation dc vcsicules portant a leur 
surface des anticorps monoclonaux ou des fragments Fab, spccifiqucs de 
rcccpteure de surface ccllulairc impliqucs, par cxcmple, dans la reconnaissance de 
particules viralcs (herpesvirus...) et agissant comme transductcur de la reponsc 

30 ccllulairc. 

Uinvention concemc, suivant d'autrcs caractcristiques esscnticllcs, des 
compositions pharmaceutiqucs contcnani des vcsiculcs telles que dcfinies 
preccdcmment rcnfermant diffcrcnts acidcs nuclciqucs, en suspension dans un 
vchicule pharmaccutiqucmcnt acceptable. 
35 L'invcntion concemc egalement les methodcs de traiicment 

ihcrapeutiquc mcttant cn ocuvre ccs compositions. 



wo 98/02144 



PCT/FR97/01304 



12 



Selon I'activite biologique ou phannaceutiquc envisagec, differcnts 
types d'acides nucleiqucs pcuvent etre encapsulcs. 

Ainsi, I'cncapsulation d'un gene complet pourra etre r€alisee en vuc de 
foumir une composition pharmaceutique destinee a supplecr un gene dcficitaire ou 
5 absent. A titre d'cxemple. une telle utilisation pourra etre faite dans le traitement de 
la mucoviscidose. 

^encapsulation de constructions nucl^iques comme des oligo- 
nucleotides destines a induirc une surexpression ou une attenuation de I'activite 
d'un gene specifique pouira etre utiliscc dans des applications en canc^rologie ou 
10 en virologie. 

On peut aussi utiliser ccs veaeurs dans des modfeles de vaccination a 
paitir d'ADN codant pour une protcine antigcniquc. 

On peut aussi vectoriser de I'ARN car la vcctorisation d'une sequence 
nucleotidique complcmentairc s'hybridant au transcrit inhibe la lecture de TARNm 
15 par les ribosomes et en empeche sa traduction en une prot6ine active. 

L'invention conceme egalemcnt I'utilisation des compositions dcfinics 
preccdemment comme agent destine a transformer une lignee cellulaire. 

EUe conceme done un precede dc transformation in vitro d'une lignee 
cellulaire, consistant k trailer laditc lignee par une composition telle que d^crite 
20 preccdemment. 

n s'agit, dans cc cas plus prccisemcnt. d'amencr un gene au niveau du 
noyau de la cellule de mani^rc a cc qu'il suit intra-nuclcaire ct/ou 
intrachromosomique afin d'en modifier sa proprc expression et/ou Texpression 
d'autrcs genes codant pour une ou plusieurc prot6incs. soil d'immortaliscr une 

25 lignee par incorporation d'un gene viral ct/ou d'un oncogene viral. 

Selon un avaniage supplcmcmaire dc la tccbnologie de l'invention, elle 
foumit des vesiculcs permcttam d'cffcctucr unc transfcction en presence de serum, 
ce qui est impossible a rdaliscr avcc des vesiculcs dc I'art anterieur. Ccci consiituc 
un progrcs considerable qui pcimct d'cnvisagcr pour la premiere fois I'utilisation de 

30 vesiculcs a base de tensioactifs in vivo. 

Ce point a etc vcrific par des cssais dc transfcction in vitro sur des 
lignees cellulaires. ct sur des cultures primaircs dc cellules humaincs differenciees. 
Des rcsultats de transfcction aussi bons en presence qu'en absence de senim de 
veau foetal ont pu etre obtenus alors que Ics autrcs vcctcurs artificiels connus a 

35 I'heurc actuelle (lipidcs cationiques) nc fonctionncnt pas dans un tel milieu. Ce 
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dernier resultat est fondamental car il est une condition sine qua non de 
I'utilisation in vivo, 

Les premiers resullats de transfection in vivo sont tres encourageants. 
Ces resultats ont montre que le transfer! de genes pouvait se faire en site tumoral et 
5 en injection systemique. ^injection intravcineuse chez Tanimal, de vesicules 
selon ['invention cncapsulant le gene de la B-galactosidase pcrmct 
d'induire une activite galactosidase dans difftrents organes (coeur, poumon, foie). 
Cc point est tris encourageant pour I'utilisation a des fins thcrapcutiques du 
procede. 

10 Ainsi, Tinvcntion conceme egalcmcnt Tutilisation de vesicules 

multilamellaiics a structure en oignon pour la preparation d'unc composition 
pharmaccutique destin6e a corrigcr ou pallicr une fonction ccllulairc d^ficientc ou 
alteree ou a apporter une nouvelle fonction a une cellule, notamment dans le 
domainc de la canc^rologie, de la virologie ou de la correction des defauts osseux. 

15 Ainsi, Ics applications de cc vectcur touchent piusieurs domaines de la 

recherche biomedicals en particulier la canccrologic. Dans ce domaine, Ics 
premiers resultats ont etc obtenus chez des souris portant des tumeurs. Des 
injections de vesicules cncapsulant un gene rapporteur ont cte effectuees et une 
activite genique a cte identifiee au niveau dc la tumeur. II devient alors possible 

20 d'envisagcr Tutilisation de tcis vectcurs portant des genes codant pour des factcurs 
antimitotiques, ou impliqucs dans Ics phcnomcncs d'apoptose (mort ccllulaire) afin 
d'etudier Teffct dc ce transfcrt de genes sur la regression dc la tumeur. 

De plus, un autre avantagc dc cc vectcur est de fonctionncr cgalement 
in vivo au niveau d'un site d'implantation donnc. Un autre domainc d'application 

25 de ces vectcurs conceme les mcthodcs actuclles de substitution osseuse. 
^implantation dans un d6faut osseux de vesicules portant le gene codant pour des 
proteincs ostcoinductrices connues sous Ic sigle BMPs correspondant a la 
lerminologie anglaise "Bone Morphogcnetic Proteins" dcvrait favoriser 
rostcogencsc. Si Tavenir de ces factcurs ostcoinducicurs dans le domainc 

30 orthopcdiquc est trcs promclicur, il rcstc ncanmoins, a I'hcurc actucllc, a rcsoudre 
le problemc majeur dc la vcctorisation, de la regulation du systcmc dc dclivrancc 
au site d'implantation sans obscr\xr d'cffet sysicmique. La presente invention 
foumit pour la premiere fois un vectcur acceptable. Par ailleurs, les injections 
systcmiqucs de vesicules portant le gene de la li- galactosidase, ct les premieres 

35 experiences dc biodistribution ont montre une activite genique dans diffcrcnts 
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organes. L-utilisation d'un tel precede associc a un ciblage, comme dterit 
pr6c6deniment, offre de grandes perspectives thdrapeutiqucs. 

Les exemples ci-dessous sont donnes en reference aux figures 1 a 3 
qui representent respectivement : 

5 - figure 1 : rhistogrammc des rayons exprim6s en nm des vcsicules 

multilamellaires preparees selon I'cxemplc 1 ; 

-figure 2, donnee en reference a I'exemple 3, rcfficacite de la 
transfection du gene de la 3-galactosidase sur des cellules fibroblastiques de peau 
humaine pour deux types de formulations diffcrentes scion I'invention et un 
10 vecteur commercial ; 

- figure 3, donnee en nSfdrcnce a Pcxemple 4, les resultats comparatifs 
de refficacitd de la transfection du gene de la P-galactosidasc sur des fibroblastcs 
humains en utilisant diffcrentes formulations de miciovcsicules selon rinvention, 
contenant ou non un adjuvant cationique. en comparaison avec un vecteur 
IS commercial. 



20 



EXEMPLES 

Sauf indications contraircs. les quantity et proportions donndcs dans 
les exemples sont en poids. 



Exemple 1 

Pmtectinn viQ-^-vis de la HNag^ 

Cct cxemple a pour but dc montrcr Tcfficacite des microvesicules 
multilamellaires selon I'invention pour cncapsulcr un ADN et le proteger de 

25 Taction dc I'enzymc DNasc. Pour ccla, un ADN grcffc (ADN-DIG) est encapsule 
selon Ic precede de I'invention. Les microvdsiculcs contenant I'ADN, ainsi que 
I'ADN libre, sont ensuite souraises a Taction de Tcnzymc. L'int6grit6 de I'ADN est 
ensuite revdldc par hybridation dc TADN compldmentaire ct coloration. On 
observe alors que TADN encapsule selon Ic pnwcdc est intact, alors que I'ADN 

30 libre a etc dctruit par I'enzj'me. 

a^ Preparation rip I'^rhantill^n 

lOfil d'une solution a 1 //g/5{)M d'ADN-DIG (Boehringcr Mannheim), 
soit 200 ng d'ADN-DIG sont melanges a 375 d'eau, lOOmg d'alcool laurique 
35 cthoxylc a 4 molecules d'oxyde d'cthylcne (laurcth 4 par cxemple Lauropal-4- 
Witco) ct 525 mg dc Iccithinc dc soja a 90% dc phosphatidylcholine 
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(Phospholipon P90, Nattcrman). L'eau est prealablement sterilisce par filtration sur 
un filtre de O^ftm, tandis que les tcnsioactifs sont traites par rayonnement UV. 
Apres melange ^ temperature ambiante, au cours duquci on prcnd soin d'appHquer 
un cisaillemcnt homogene et uniforme sur tout I'echaniillon, on obtient une pate, 
5 correspondant a la phase cristal-liquide, arrangee sous forme d'asscmblde 
compacte de microvcsicules. On laissc reposer cette pate pendant 24 h. 

Pour leur utilisation, on prepare une dispersion des microv&iculcs en 
diiuant 50 mg de pate dans 1 ml d'eau sterile. 

10 M Oiract^risation 

La taille des microv&iculcs est mcsuree par diffusion dynamique de la 
lumiere sur une dispersion a 1 % de la pate dans I'cau. On obtient une valcur du 
diamfetre de 0,2^ environ. Ccttc valeur est confiimee par microscopic 
elcctronique (cryofracturc). Les rcsultats de mcsure de taille sont indiques sur la 

15 figure 1 donnant rhistogramme de la distribution de taille, observee par 
microscopic. Un controle plus precis do la taille pcut etre obtenu en utilisant le 
proc6de decrit dans Ic brevet WO-A-93 19735. 

r) Pmtncnle d'essai 

20 On prepare une dispersion de base des microvcsicules contenant I'ADN 

a partir dc 50 mg de pate, dispersce dans 1 ml d'eau. Cette dispersion de base est 
ensuite diluee dans l'eau pour obienir 5 dispersions d'cssais, contenant dc 10 ng/ml 
a 1 pg/ml d'ADN, par variation d'un factcur 10. On prepare des solutions d'ADN- 
DIG libre dc memes concentrations pour scrvir dc tdmoins. 

25 Ces dispersions sont miscs cn contact pendant 1 h a 37°C avcc une 

solution de DNasc I (Bochringcr Mannheim) dans une proportion de 2 unites de 
DNAsc pour l/ig d'ADN. Dans un dcuxicmc temps, la presence ou non d'ADN- 
DIG est rcv^ldc par fixation sur une membrane de nitrocellulose (Hybond-C 
super) puis par hybridation avec I'ADN-DIG complcmcntaire cn utilisant la 

30 technique du "dot-blot". La membrane est ensuite rdvclce par coloration aux 
NBT/BCIP suivant Ic protocolc dcvcloppc par Bochringcr Mannheim et public 
dans Genius, Applications Manuel, Bochringcr-Mannheim Biochcmicals 
Indianapolis 5-7, 1989. 

35 

d)££SUliaiS 
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On constate par analyse du "dot-blot" que : 
. I'ADN libre non traite par la DNAsc est visualise par la technique du "dot-blot" 
.I'ADN libre traite par la DNAse est totaleraent detruit, pour toutcs Ics 
concentrations 

5 . I'ADN encapsul6 selon le precede de I'invention, non traite a la DNAse est 
visualise par cctte mcme technique 

.I'ADN encapsule selon le precede de I'invention, traite a la DNAse reste 

nettement visible, ct est done prot6g6 de Taction enzymatique 

. les microvcsicules vides (sans ADN) ne donnent pas de reaction visible dans 

10 I'analyse, cc qui ecartc tout risque de faux positif. 

Unc analyse plus fine de I'intcnsitc comparcc dcs images de "dot-blot" 
pcrniet d'evalucr qu'cnviron 80 % de I'ADN a etc protdge dc Taction enzymatique. 
On peut en deduirc que les 20 % dctruits correspondent a I'ADN residucl non 
encapsul6, ce qui pennet d'dvalucr Ic taux d'encapsulation aux environs de 80 %. 

15 Ces r6sultats ont 6t6 confirm6s par unc experience d'diectrophoiise sur un gel 
d'agarose, qui n'a montF6 aucune d<^gradation de I'ADN. 

Exgmpic 2 

Interaction entre I'ADN encap^inl e ct ccllnlrg i-n r \ }\ m? 

Le but de cet cxcmple est de montrcr qu'un ADN encapsule selon le 
pmUd€ de I'invention est capable dc pcnetrer a I'intericur dc cellules, d'y etrc 
rclachc, et d'attcindre le noyau. Pour ccla, on couple un ADN plasmidique a une 
sonde fluorescentc, qui permcttra une visualisation de I'incorporation ccllulairc par 
roicroscopie dc fluorescence. 



25 
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a) Preparation de I'echantillnn 

L'ADN plasmidique (pBR 322, de 4363 paircs dc base, Proracga) a une 
concentration dc 0,1 /ig/m\ est couple a la fluorcsccine (sonde YoYo-1, Molecular 
Probe Inc.) puis encapsule dans dcs microvcsicules multilamcUaircs, scion Ic 
meme mode opcratoirc que pour I'cxcmplc 1, avec : 
solution aqueuse d'ADN YoYo : 37,5 % 
Alcool laurique ethoxylc a 4 mole d'OE : 10 % 
Lccithinc dc sqja (90 % dc phosphatidylcholine) : 52,5 % 



35 

bUncuhation des. <rf;)lpl(>s • 
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Lcs diverses lignees cellulaires, fibroblastcs humains (culture 
primairc)» NIH 3T3 (ATCC) sont maintcnues dans des conditions classiques de 
culture (IMDM, Gibco, Life technology), contenant 10% de serum dc veau 
(Gibco. Life technology), 10 000 U de penicilline-streptomycine (Gibco, Life 
5 technology) a 37^C, en atmosphere a 5 % de CO2. Les cellules sont mises en 
presence d'unc dispersion a 10% dc microvesicules contenant TADN pendant 
5 min, dans un milieu IMDM scuL Aprcs ce temps tf incubation, les cellules sont 
lavccs pour climincr les dispersions de vcsicules puis visualisces. 
c) R6sultat 

XO Les cellules sont visualisecs par microscopie dc fluorescence, aprcs 

diffcrentes durees d'incubation. 

. A t = O, (pour controlc, avant lavage) on observe les microvesicules dans le 
milieu sumageant comme des points fluorcscents. 

. A t = 5 min, les microvesicules fluorescentes sont visualisecs au contact dc la 
15 surface des cellules. On note le debut d'unc diffusion intracytoplasmique de la 
fluorescence. 

. A t = 1 heure, on observe la diffusion intracytoplasmique de la fluorescence. Le 
pourtour nucleaire est ncttcmcnt apparent, un debut de fluorescence au niveau du 
noyau apparait. 

20 . Entre t = 2 ct 8 heures, la fluorescence commence a apparaitrc dans le noyau. Ellc 
reste forte dans le cytoplasme. 

. A t = 48 heures, la fluorescence est plus faiblc ct nc subsiste qu'a proximiie des 
noyaux. 

Get cxemplc montrc que TADN a pu ctrc incorpore dans les 
25 fibroblastcs, puis a traverse le cytoplasme pour attcindrc Ic noyau. 

Rxgmpk 3 

F. n Ct^PS^'^ mi^" d'ut^ gene ct m ise en evidence du transfcrt ct dc rcXPrCSSiOll 
trapsitnire de ce penc 

30 Lc but de cct cxemplc est dc montrcr qu'un gene cncapsule dans les 

microvesicules multiiamcllaircs dc Tinvcnlion pcut etrc incorpore dans lc noyau 
d'unc cellule et s'cxprimcr. Lc test rctcnu est Tutilisation du gene qui code pour la 
p-galactosidasc, ct dont I'cxprcssion est mise en evidence par la coloration blcue 
des noyaux des cellules transfccices, lors dc la reaction avcc le substrat X-GAL. 

35 Dans cct cxemple, I'efficacitc de transfcciion est comparcc a celle d'un vccieur 
commcrciaL lc LipofcctAce® (Life Technology). 
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a) Preparation des micrn vesicule^ 

Les microvesiculcs contenant le gene qui code pour la p-galaciosidasc 
(LacZ) sont preparees selon le mode operatoire de I'exemple 1, en utilisant une 
5 solution aqueuse du gene, a 10 mg/ml. Trois types de gene de type LacZ modific 
ont ii6 essayes : pRSCI^cZ, pCHLacZ et pRSVLacZ-Sal-1. Chaquc gene a €ti 
cocncapsuW avcc de la polylysine en concentration 100 ^/M, de poids molcculairc 
soit 3,5 kDa, soit 10 kDa. La composition des microvesiculcs est la suivantc : 

L^cithine dc soja ^ 90 % de phosphatidylcholine 41,5 % 

10 Cholesterol (Sigma) 3^ 

Oleatc de potassium 5^ 

Solution aqueuse d'ADN et dc polylysine 49,5 

Pour I'incubation des cellules, les microvesiculcs sont dispcisccs dans 
I'eau, afin d'obtcnir un milieu d'incubation contenant lO^ag/ml d'ADN. 

15 

b) Transfeptinn 

Les cellules (fibrobiastcs humains, culture primaiic) sont maintenucs 
dans des conditions classiques dc culture commc dans I'exemple 2. Pour 
I'incubation, le milieu est rcmplacc par un milieu IMDM contenant 100 ;<M de 
20 chloroquine, et sans serum. L'incubation avcc les microvesiculcs dure de 2 a 
12hcures. Les cellules sont cnsuite lavees ct maintenucs en culture pendant 
48 hcurcs dans un milieu complct (IMDM, scrum, pcnicilline-strcptomycine). 

La visualisation dc la transfcction est cffcctucc par lavage des cellules, 
fixation, ct addition du substrat X-GAL (Biosynth AG). Cc substrat est dive par 
25 rcnzyme corrcspondant au gfcnc dc la P-galaaosidase, en donnant un precipite 
bleu foncd cxclusivcmcnt intraccllulairc du au signal intranuddairc designe g^ne- 
ralcmcni par "nls", scion la tcrminologie anglaisc "nuclear localisation signal". 

La memc experience est cffcctucc, pour comparaison, cn utilisant un 
vectcur commercial LipofcctAcc® (Ufc Technology), utilise selon le protocolc du 
30 fabricant, avcc les mcmes concentrations dc g6nc. 

c) £ssuM 

Les rcsultats. sous fomic dc pourccntagc dc cellules transfectccs sont 
donncs sur la figure 2. Chaquc histogrammc correspond a un des genes (de gauche 
35 a droitc : pRSCUcZ. pCHUcZ ct pRSVLacZ-Sal-1). Sur chacun. on a porte le 
pourccntagc de transfcction obtcnu avcc. dc gauche a droitc LipofcctAcc®, les 
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microvesicules avec la polylysine de 3,5 kDa et les microvcsiculcs avec la poly- 
lysine de 10 kDa. 

On constate que, dans tous Ics cas, les resultats sont meilleurs en 
utilisant les microvesicules qu'avcc le vecteur commercial. Des pourcentages de 25 
5 a 35 % de transfection sont obtenus dans Ic cas des microvcsiculcs. 

Un test a la DNAse identique a celui decrit dans Texemple 1 peut etre 
effectue sur cc gfene rapporteur, en utilisant pour la technique du "dot-blot" un 
cDNA marque au 32p. On constate alors que, comme dans Texemple 1, TADN 
encapsule dans les microvcsiculcs scion I'invention n'est pas detruit par la DNAse. 
10 Par contrc, Ic rendemcnt d'encapsulation observe est plus faible. Le mcmc test de 
protection vis-a-vis de la DNAse effcctud sur cc memc gene vectorise par le 
produit commercial ne montrc aucunc protection dc cc type de vecteur, cc qui 
pourrait expliqucr le faible taux de transfection obtcnu pour ce produit 
commercial. 

15 

Excmplc 4 

f^p^j^ pfsulattnn d^un gene ct mis c en evidence du transfCTt Ct de rcxorCSSion 
transitoire de cc gene : effct d' adjuvants cationiqucs 

Cei exemple a pour but dc mcttrc cn evidence la possibilite 

20 d'utilisation d'adjuvants dc type cationiquc pour amcliorer Tcfficacite de la 
transfection. L'adjuvant utilise est un polymcrc, la polycthylcneimine. Plusieurs 
essais sont realises, dans des conditions analogues a cclles dc Tcxemple 3 (trans- 
fection du gene de la (i-galactosidasc), mais sans utiliser de polylysine. Pour 
comparaison deux formulations avec polylysine, mais sans adjuvant, sont 

25 preparees, I'une identique a cclle dc I'cxcmplc 3 (Iccithinc, olcalc dc potassium, 
cholesterol), Tautrc identique a ccllc dc Tcxcmplc 1 (Iccithinc. laureth 4). Enfin, 
pour controle, trois experiences dc transfection sont cffccluccs cn utilisant soil un 
vecteur commercial LipofcctAcc® (Life Technology), soit de I'ADN non 
encapsule, complexe a la polycthylcneimine. 

30 

a) Preparation dc ^ microvesicules 

Lc mode opcratoirc est strictemcnt identique a celui utilisd dans 
Texemple 3. cn utilisant commc gene lc pRSVLacZ. La polycihyleneimine (masse 
molaire 50 kDa, Sigma) est addiiionncc a la solution aqucuse d'ADN avant 
35 encapsulation, a deux concentrations : 10 mM et 100 wM. 
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Les t6moins sans polyethylcneimine sont prepares scion le mode 
operatoire de rexemple 3 (lecithine, cholesterol, olcatc de potassium), ou de 
I'excmple 1 (lecithine, laureth 4). 

5 b) Transfcciion 

Le protocole est identique a celui de I'exemplc 3. La transfection est 
effectuee sur des fibioblastes humains (culture primaire). Dans tous les cas, la 
concentration en gene dans le milieu d'incubation est de 10 ^g/ml. 

Les experiences avec I'ADN non encapsuM sont effectuecs en 
10 intioduisant dans le milieu d'incubation, a la place de la dispcision de vesicules 
selon I'invention, une solution contcnant I'ADN ct la polyethylcneimine 
prealablement mdlang^s. 

c)£^suitat 

15 Les itsultats, donncs sous la forme d'un histogramme des pourcentages 

de cellules transfectees, sont donncs sur la figure 3. Les resultats correspondent, de 
gauche a droite aux essais suivants : 

1- microvesicules a base do lecithine ct d'olcate dc potassium 

2- microv6sicules a base de lecithine ct d'alcool laurique a 4 molecule d'oxyde 
20 d'dthylcne (laureth 4) 

3- raicrovcsicules a base de lecithine ct d'oldate dc potassium, co-encapsulant la 
polyethylcneimine, en concentration 10 mM 

4- microvesicules a base de lecithine ct d'olcate de potassium, co-encapsulant la 
polyethylcneimine, en concentration 100 piM 

25 5-ADN complexe au polcthylcnciminc, avcc une concentration en polymcrc de 
10 mM 

6- ADN complex^ h la polyethylcneimine, avcc une concentration en polymcre de 
100 /zM 

7- utilisation du vectcur commercial LipofectAcc® (Life Technology). 

On observe que grace a la co-encapsulation dc la polyethylcneimine, 
le taux de cellules transfectees attcint 35 % . L'ADN non encapsule, simplemcnt 
complexe par la polyethyieneiminc est aussi transfcctc, mais prcsentc aiors un 
moins bon taux dc transfection. Tous les essais cffcctucs avcc des vcacurs bases 
sur I'oldatc dc potassium, avcc ou sans adjuvant, donnent un rcsultat mcillcur que 
35 le vecteur commercial. 
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Exemole S 

pnr jip^iilation d'un ^ene et mise en evidence du transfert de rgxpressjon 
ir^ n ^ fitnire de ce gen e : effet d'adiuvants non cationiques 

Cet example a pour but de mettre en evidence la possibilite de co- 
5 encapsulation d'adjuvants non cationiques de condensation de I'ADN pour 
ameliorer Tefficacite de transfection. Uadjuvant utilise est un melange d'histones 
HI, H2a, H2b, H3, H4 de thymus de veau (fournisseur : Boehringcr). L'ADN 
utilise est le meme que celui utilise dans Texemple 4. 

10 Condensation de T ADN par les histones 

L*ADN est prealablement condense par mise en solution simultanee 
d'un poids egal d'ADN et du melange d'histones HI, H2a, H2b, H3, H4 de thymus 
de veau (SOfig d'ADN avec 50 ng de melange d'histones dans 12 fil d'eau) et 
incubation du melange pendant 10 min a 37°C. 

15 

K) pr^pj^^fltinn des microvesicules 

Le mode operatoire est strictement identique a celui utilise dans 
I'exemple 3, en utilisant a la place de la solution de gene, la solution de melange 
ADN/histones. 

20 La composition en poids des vesicules est : 

lecithine de soja a 90% de phosphatidyl choline : 31,5 % 

cholesterol 

alcool laurique ethoxyle a 4 OE 2 % 

solution aqueuse du melange ADN/histones 60 % 

25 

c.\ Mesure du rendement d'en capsulation 

l^ig d'ADN a ete marque au ^^P (selon la methode dite du random 
priming) et melange avec 49 |ig d'ADN non marque (pour respecter la quantite de 
50 Jig d'ADN). Cet ADN est encapsule puis les vesicules sont dispersees dans de 
30 Teau. La suspension est ultracentrifugee a 30 000 rpm pendant 45 minutes. Le 
sumageant est separe du culot et chacun est mis a compter dans un compteur p 
pour evaluer la radioactivite presente. 

Le rendement d'encapsulation mesure est toujours superieur a 80% 
d) Transfection 

35 Les essais de transfection sont effectues sur des fibroblastes de peau 

humaine selon un proiocole d'incubation et de comptage identique a celui decrit 
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dans les exemples 3. La concentration d'ADN utilisee dans la dispersion mise au 
contact des cellules est de Sug/ml. 

Le pourcentage de transfection dans ces conditions varie de 20 a 30 % 
(defini comme le nombre de cellules transferees par rapport aux cellules incubees). 
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REVENDICATIQNS 

1. Composition contenant au moins un acide nucleique dont au moins 
une partie se trouve incluse a rinterieur de vesicules multilamcllaireS) caracterisec 

5 en ce que lesdiies vesicules sont constituees de bicouches comprcnant au moins un 
agent tensioactif, lesdites bicouches etant concentriques et confdrant auxdites 
vesicules une structure en oignon. 

2. Composition seion la revendication 1, caract6risee en ce que lesdites 
vesicules ont des dimensions inferieures a 1 /im» de preference comprises entre 0»1 

10 et 1 fan. 

3. Composition selon Tune des revendications 1 ou 2, caractdrisce en 
ce que les tensioactifs constituant lesdites bicouches desdites vesicules sont des 
tensioactifs non cationiques. 

4. Composition selon la revendication 3, caracterisec en cc que lesdits 
15 agents tensioactifs non cationiques sont choisis dans le groupe constitue : 

- des phospholipides hydrogenes ou non hydrogcnes, 

-des acidcs gras cn C5 a C^g, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifids, sous forme d^acidc ou de scl d*un metal alcalin, alcalino-teneux ou d'une 
amine, 

20 - des esters, dthoxyles ou non, de ccs mcmcs acidcs gras ct 
. de saccharose, 
. de sorbitan, 
. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglyccrol, 
25 . de glycol, 

- des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glyccrides de ces memes 
acides gras, 

- des alcools gras cn C5 a C]^g, satures ou mono-* ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, ethoxyles ou non, 

30 - des Others, ethoxyles ou non, de ccs mcmcs alcools gras ct 
. de saccharose, 
. de sorbitan, 
. de mannitol, 

. de glycerol ou dc polyglyccroL 
35 . de glycol, 

- des huiles vcgctales polycthoxylccs, hydrogcnccs ou non hydrogences. 
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-des polymercs sequences de polyoxy6lhylcne ct de polyoxypropylene 
(poloxamcres), 

- de I'hydroxystcarate de polycthylencglycol, 

- des alcools a squclette sterol tcl que le cholesterol, le sistosterol. 

5 5. Composition selon Tunc des revendications 1 a 4, caracterisee cn ce 

que les bicouches desdites vesicules comprenant au moins deux agents tensioactifs 
dont Tun presente une balance lipophile hydrophile (HLB) comprise entre 1 el 6 et 
I'autre une balance lipophile hydrophile (HLB) comprise entre 3 ct 15. 

6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
10 qu'au moins 10 %, et de preference au moins 40% dudit(desdits) acide(s) 

nud£ique(s), se trouvcnt inclus a I'int^rieur desdites vesicules multilamellaires. 

7. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en cc 
que 60 a 100 % dudit ou desdits acidcs nucl^iques sc trouvent inclus dans lesdites 
vesicules. 

IS 8. Composition scion Tune des revendications 1 a 7, caract6ris6e en ce 

que ledit acide nucl^ique est de TADN ou une sequence nucI6otidique d'ADN. 

9. Composition selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 

que ledit acide nucleique est un gene particulicr ou une sequence dudit gene, en 

particulier une sequence codant pour une proteine donnee. 
20 10. Composition selon Tunc des revendications 1 a 7, caracterisee en cc 

que ledit acide nucleique est de TARN ou une sequence nuclcotidique d'ARN. 

11. Composition scion Tunc des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 
que ledit acide nucleique est un oligonucleotide sens ct/ou anti-sens. 

12. Composition selon Tunc des revendications 1 a 11, caracterisee en 
25 ce que lesdites vesicules conticnncnt, cn outre, un adjuvant cationique, en 

paiticulier une polethylcneimine, cocncapsulc avcc ledit acide nucleique. 

13. Composition selon Tune des revendications 1 a 12, caracterisee en 
ce qu'elle contient au moins un produit co-encapsuie choisi dans le groupe des 
agents de condensation dc I'ADN, cn particulicr pamii Ics histones, des enzymes 

30 d'integration ou de rccombinaison, des enzymes dcsiinccs a optimiser la replication 
de I'acide nucleique encapsule, tcllcs que ics topoisomcrascs ou les helicases. 

14. Composition scion Tunc des revendications I a 13, caracterisee en 
ce que lesdites vesicules sont modifices en surface par Tadjonction de molecules 
leur permeitant d'etre reconnues spccifiquemcnt par une cibic dans I'organisme, en 

35 particulier par adjonction d'anticoips monoclonaux ou dc fragments Fab. 
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15. Proccdc de preparation d'une composition selon Tune des 
revendications 1 a 14, caracterise en ce qu'il comprend la preparation d'une phase 
cristal-liquide lamellaire incorporant ledit acide nucleique ct le rearrangement de 
ladite phase cristal-liquide en vesicules multilameilaires par application d'un 

5 cisaillement. 

16. Composition pharmaceutique contenant des v^icules telles que 
d£finis dans Tune des revendications 1 a 14, en suspension dans un vehicuie 
phannaceutiquement acceptable. 

17. Composition pharmaceutique scion la rcvendication 16, caracte- 
10 risec en ce que ledit acide nucleique cncapsulc est un gene complet, en particulier 

un gene destine a supplier un gene deflcitaire ou absent. 

18. Composition pharmaceutique selon la rcvendication 16, caractc- 
riscc en ce que ledit acide nucleique est un oligonucleotide destine a induire une 
surexpression ou une attenuation de Tactivite d'un gene specifiquc. 

15 19. Composition pharmaceutique selon la rcvendication 16, caracte- 

risec en ce qu'il s*agit d'un vaccin, ledit acide nucleique etant un ADN codant pour 
une proteine antigeniquc. 

20. Utilisation de vesicules multilameilaires a structure en oignon 
telles qu'elles sont d6finics dans I'unc des revendications 1 a 14 pour la preparation 

20 d'une composition pharmaceutique dcstince a corrigcr ou pallier une fonction 
ccilulairc deficiente ou alt6r6e ou a apportcr une nouvcllc fonction a une cellule, 
notammcnt dans le domaine de la canc6rologie, dc la virologic ou de la correction 
des ddfauts osseux. 

21. Proccdc de transfomiation in vitro d'une lignce cellulaire, 
25 caracterise cn cc qu'il consistc a traitcr ladite lignce par unc composition selon 

Tune des revendications 1 a 14. 
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